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(54) Bezeichnung: DIAGNOSEKIT FOR HAUTTEST UND VERFAHREN ZUR DURCHFOHRUNG DESSELBEN 
(57) Abstract 



A skin test was developed to determine the immune status with regard to viral proteins E6 and E7 from the human papillomavirus. 
For that purpose, a diagnostic kit is provided which contains an active amount or at least an immunologically active fraction of the proteins 
E6 and/or E7. Said test consists in intracutaneaous application of the protein E6/E7 and visual examination of the skin portion concerned 
in an attempt for detecting red spots. 

(57) Zusanmienfassung 

Ein Hauttest zur Bestimmung des Immunstatus beztiglich der transform ierenden Virusproteine E6 und E7 von humanen Papillomaviren 
wird bereitgestellt. Der Hauttest beinhaltet ein Diagnosekit, das eine wirksame Menge des Proteins E6 und/oder E7 oder zumindest eines 
immunologisch wirksamen Teils von E6 und/oder E7 enthalt. Der Hauttest wird durchgeftlhrt, indem das Protein E6/E7 aus dem Diagnosekit 
intrakutan appliziert und die betreffende Hautstelle visuell inspiziert wird, um Rdtungen festzustellen. 
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Diaqnosekit fur Hauttest und Verfahren zur Durchfuhrung 

desselben 

Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Hauttest zum 
Feststellen des Immunstatus gegen humane Papillomaviren. 

Humane Papillomaviren (HPV) sind mit malignen Karzinomen des 
10 Anogenitaltrakts , speziell des Cervix uteri, der Vulva, des 
Penis und des Analkanals, eng verbunden. "High-risk" HPV 
Typen - wie z.B, HPV16 - trans formieren Keratinozyten mittels 
der in ihnen enthaltenen viralen Onkoproteine E6 und E7 durch 
Inaktivierung von Tumorsuppressor-Proteinen. Hierbei wird 
15 davon ausgegangen, dafi die beiden Onkoproteine E6 und E7 
kooperativ an der Itnmortalisierung beteiligt sind (Hawley- 
Nelson, EMBO J., 8, 3905 (1989)). 

Die durch HPV transf ormierten Krebszellen exprimieren auch 
20 noch in f ortgeschrittenen Tumorstadien die viralen Proteine 
E6 und E7. Es wird vermutet , daS eine spontane oder eine 
durch Impfung induzierte Immunreaktion gegen diese Proteine 
zur Ruckbildung von durch HPV bedingten Tumoren fvihren 
konnte. Bisher wurden Patienten oder Patientinnen mit 
25 spontaner Ruckbildung ihrer Erkrankung nicht untersucht, well 
Untersuchungen der zellularen Abwehrreaktion in vitro auBerst 
zeitaufwendig xand trotzdem relativ wenig empfindlich sind. 
Die Rolle der zellularen Immunantwort bei Irapfungen gegen 
HPV-assoziierte Lasionen ist unklar. 

30 

Hauttestungen werden teilweise bereits im klinischen Bereich 
in der Allergologie und bei Inf ektionskrankheiten (in erster 
Linie bei der Abklarung der Tuberkulose in Form des bekannten 
TINE-Tests) eingesetzt. Fur virologische Fragestellungen oder 
35 fur die Krebsf orschung gab es jedoch bisher praktisch keine 
spezifische Anwendung. 
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Hauttestxingen sind auch fur wissenschaf tliche Fragestellungen 
ein hervorragendes Werkzeug und zur raschen und praktikablen 
Erfassung komplexer zellularer Iiniminreaktionen in vivo 
5 geeignet. Ein Hauttest zur Untersuchung der zellularen 
Itnmunreaktion gegen "high risk" HPV ist im Stand der Technik 
vorbekannt . Diese erste Anwendung des Hauttests zur 
Feststellung einer Itnmunreaktion gegen ein krebsassoziiertes 
Virus wurde mit dem Hullprotein LI des "high risk" HPV Typ 16 
10 durchgefuhrt (Gebrauchsmuster G9106105.9) und in der Folge in 
Tiermodellen angewandt . 

Ein Modell fur den Hauttest gibt es auch bei der Maus; es 
wurde dabei die Itnmunreaktion auf ein transplantiertes 
15 Antigen untersucht (McLean et al, J. Gen, Virol. 74, 239-245 
(1993) ) . 

Dieser vorbekannte Hauttest erfajSte nicht die humorale 
Itnmunantwort auf eine HPV-Inf ektion. Im Gegensatz zur 

20 zellularen Abwehr ist die Erfassung der humoralen 
Ittttnunreaktion relativ einfach im Labor mittels serologischer 
Tests durchf lihrbar . Es gilt als bewiesen, dafi Antikorper 
gegen dreidimensional intakte Strukturen der 

Vi r us hiil Ipr o t e ine Pap i 1 1 omavi r en neu t r a 1 i s i er en konnen 

25 (Christensen et al . J Gen Virol 75, 2271 (1994)). Antikorper 
gegen die fruhen Proteine E6 und E7 sind mit tnalignen Tumoren 
der Cervix uteri assoziiert ( Jochmus-Kudielka et al . J. Natl. 
Cancer Inst. 81, 1698 (1989)). 

30 Eine prophylaktische Impfung mit aus Hiillproteinen 
bestehenden "virus like particles" wurde eine HPV-Inf ektion 
und das damit verbundene Krebsrisiko vorbeugend reduzieren. 
Die humorale Itnmunantwort gegen HPV spielt aber keine Rolle 
bei der Ruckbildung von bereits bestehenden Lasionen. Die 

35 Serologie hat daher epidemiologische Bedeutung. 
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Zusatnmenf assend zeigen die Experimente in Tiermodellen und 
bei Patientinnen, daS zellulare Immunreaktionen gegen virale 
Proteine durch Hauttestung nachweisbar sind. Aufgrund der 
Daten kann vermutet werden, daS eine Immunreaktion gegen das 
5 Hullprotein LI nicht mit Regression einhergeht, da in 
f ortgeschrittenen Lasionen intakte Viruspartikel nicht mehr 
gebildet werden. Daher sind die transf oirmierenden 
Virusproteine EG und E7 das wahrscheinliche Ziel einer 
"heilenden" Iminiinreaktion . Diese Tumorantigene sind somit 

10 potentielle Kandidaten fiir die Entwicklung eines Itnpfstoffs, 
wenn zusatzlich zur prophylaktischen Wirksamkeit durch 
Virushullproteine eine therapeutische Effektivitat erzielt 
werden soli. Es wird angenotnmen , dafi durch eine solche 
iTipfung zytotoxische T-Zellen und T-Helf erzellen gegen 

15 persistent infizierte Genitallasionen aktiviert werden. 

Ein in vivo Test, urn den Erfolg einer solchen Impfung gegen 
EG und/oder E7 anhand der vom Itnmunsystem als Reaktion auf 
die Impfung zellularen Abwehrreaktion nachzuweisen, ist 
20 jedoch bislang nicht bekannt . 

Aufgabe der Erfindung ist daher, die Bereitstellung eines 
Tests, mit dem der Iramunstatus gegen EG- und/oder E7-Proteine 
von Papillomaviren in vivo auf einfache Weise festgestellt 

25 werden kann. Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS durch die 
Bereitstellung des Diagnosekits fur Hauttests gemaS dem 
xinabhangigen Patentanspruch 1 sowie das Verfahren zur 
Durchfuhrung eines Hauttests gemafi dem unabhangigen 
Patentanspruch 10 gelost. Weitere vorteilhafte 

30 Ausgestaltungen und Aspekte der Erfindung ergeben sich aus 
den abhangigen Anspruchen und der Beschreibung. 

Der erf indungsgemafie Hauttest kann auch zum Nachweis 
spontaner Regressionen von Papillomaviruskarzinomvorlauf ern 
35 (CIN) eingesetzt werden. 
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In einem weiteren Aspekt kann der erf indungsgemaSe Hauttest 

* 

auch im Bereich der Forschung eingesetzt werden, um 
Mechanismen bei der Riickbildung von durch HPV bedingten 
Lasionen zu untersuchen. 

5 

Im folgenden wird die vorliegende Erfindung anhand eines 
Beispiels erlautert, bei dem die prinzipielle Eignting des 
Hauttests fiir die Uberprufung von Impferfolgen anhand von 
nicht geimpften Patientinnen, die jedoch zum Teil spontane 

10 Regressionen der Zervixkarzinome und Vorlaufer derselben, und 
somit eine dem Impf erf olg gleichzusetzende Eigenschaf t 
aufwiesen, gezeigt wird. Es wurden synthetische Peptide fur 
den Hauttest gegen HPV16-E6 oder -E7 verwendet . Diese bieten 
gegenuber der Verwendvmg von nativen Proteinen oder 

15 Fusionsproteinen den Vorteil, daS eine Verunreinigung mit DNA 
ausgeschlossen werden konnte, da synthetische Peptide mit 
absoluter Sicherheit frei von problematischer Kontamination 
mit DNA sind. 

2 0 Eine beispielhaf te Hauttestung mit den Peptidantigenen fiir 
das Onkoprotein HPV16-E7 wurde bei Patientinnen durchgef iihrt . 
Es konnte liberraschend gezeigt werden, daJS erstens eine 
zellulare Immunreaktion gegen das virale Onkoprotein HPV16-E7 
in vivo erfaSbar ist und zweitens synthetische Peptide 

25 Proteine fur Hauttestungen ersetzen konnen. Drittens konnte 
eine Assoziation einer positiven Hauttestreaktion im Sinne 
einer "delayed type hypersensitivity" mit Regression 
zervikaler Krebs vorlaufer beobachtet werden. Eine solche 
Korrelation ist nicht vorbekannt. Die Beobachtung untermauert 

20 die potentielle Bedeutung des Antigens HPV16-E7 in einem 
therapeutisch wirksamen Impfstoff und zeigt die 
Verwendbarkeit des erf indungsgemaSen Hauttests fur die ^ 
Bestiramung des Immunstatus bezuglich E6 und E7. 



35 Fiir die Ausfuhrxmg des erf indungsgemaSen Beispiels wurden 
fxinf einander uberlappende, relativ lange Peptide aus je ca. 
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30 Aminosauren fvir das Onkoprotein HPV16-E7 und ein 
Kontrollpeptid zuf alliger Sequenz gleicher Lange verwendet • 
Die Sequenz fur die 98 Aminosauren des HPV16-E7-Proteins ist 
bekannt (Seedorf et al. J. Gen. Virol., 71, 2719 (1990)). Die 
5 Peptide wurden am Dep. IHB/AZL (Leiden, Holland) in einem 
"multiple peptide synthesizer" hergestellt. Die Peptide 
wurden mit Hilfe der "Fmoc"-Technologie synthetisiert , 
mittels Ather aus Trif luorsaure prazipitiert und anschlieSend 
lyophilisiert . Die Reinheit der Peptide wurde mittels 
10 "reverse phase high pressure liquidchromatography " uberpruft. 
Peptide zum Einsatz mit dem erf indungsgemaSen Hauttest konnen 
jedoch auch auf andere, Fachleuten gelaufige Weise 
hergestellt werden . 

15 Die im Einbuchstaben-Code angegebenen Sequenzen fur die 
einzelnen getesteten Peptide waren: 

1 . MHGDTPTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQLND 

2 . DLYCYEQLNDSSEEEDEIDGPAGQAEPDRA 

20 3 . PAGQAEPDRAHYNIVTFCCKCDSTLRLCVQ 

4 . CDSTLRLCVQSTHVDIRTLEDLLMGTLGIV 

5 . STHVDIRTLEDLLMGTLGIVCPICSQKP 

sowie als Kontrollpeptid: 

25 

6 . SENKELKKAIDGLQGLLLGLRQRIETLEGK 

Der Einbuchstaben-Code der Aminosauren ist beispielsweise in 
Rompps Chemie Lexikon, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 
30 Band 1, Seite 160/161, (1989) erlautert . 

Fur die Hauttestung wurden die Peptide nach 
Sterilitatsuberpriif ung und Pyrogentest in einer Konzentration 
von 1 mg/ml in 70% Glycerin gelost und etwa 0,01 ml dieser 
35 Losung streng intrakutan in die oberste Dermis und die 
Epidermis der Testpersonen injiziert. Jedes Peptid wurde 
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getrennt (5 HPV16-E7- Peptide + 1 Kontrollpeptid) eingesetzt, 
Es versteht sich jedoch, daS auch Kombinationen der Peptide 
untereinander oder/und mit entsprechenden Peptiden von HPV E6 
verwendet werden konnen. Parallel zur Hauttestung mit E7- 
5 Antigenen wurde zumeist die allgemeine Abwehrlage gegen 
klassische Recall- Ant igene mit einem Immunblock, z.B. 
Merieux-Multitest "Sero", Testsystem mit 7 Antigenen und 
einer Kontrolle zur Bestimmiing des Status der 
zellvermittelten Immunitat, hergestellt vom 

10 serotherapeutischen Institut Wien GmbH in Lizenz von Pasteur 
Merieux S.V,, Lyon, Frankreich, bestimmt. Als positiv wurden 
Reaktionen mit einer rotlichen Papelbildung mit mindestens 
2 ram Durchmesser gewertet . 

15 Die Hauttestung wurden an insgesamt 19 Patientinnen mit 
pramalignen oder malignen HPV bedingten Lasionen ausgefiihrt. 
Solche Erkrankungen sind mit einer Wahrscheinlichkeit von in 
etwa 50% durch den HPV-Typ 16 verursacht, in weiteren 40% der 
Falle sind andere "high risk"- HPV- Typen anzunehmen: 

20 

Zwolf Patientinnen mit hohergradigen zervikalen 
intraepithelialen Neoplasien (ZIN III) , davon 4 mit 
Regressionshinweis zum Zeitpunkt der Untersuchung 
(spontaner Ruckgang von Pap III D auf Pap II) 
25 Sieben Patientinnen mit Zevixkarzinomen. 

Somit wurden 19 Patientinnen getestet, von denen 4 
Regressorinnen und 15 Progressorinnen waren. 

3 0 Als Kontrollpersonen wurden zwei Manner ohne Hinweis auf 
HPVl6-Inf ektion verwendet. 

Begleitend wurden die hautgetesteten Personen serologisch 
mitt els ELISA mit "virus like partikles (VLPs) " als Antigen 
3 5 auf neutralisierende Antikorper gegen HPV 16 in Fachleuten 
gelaufiger Art und Weise untersucht . Serologische 
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Untersuchungen sind fur den spezifischen Hauttest selbst 
nicht notig, wurden jedoch im Beispiel zur Erweiterung der 
wissenschaf tlichen Aussagekraft der Ergebnisse mit 
durchgef lihrt . Abstrich- oder Biopsiematerial der Lasionen 
5 wurde fur spatere Virustypisierung mittels PCR bei -80°C 
eingelagert, vorerst wurde mit dot blot (ViraType, Digene 
Diagnostics, Silver Spring, MD) auf die HPV-6/11, -16/18 und 
-31/33/35 untersucht. Eine Lymphozytenbank fur erganzende in 
vitro Untersuchungen wurde angelegt. 

10 

Die Regressorinnen (4/4) zeigten eine maSige (1 Fall) bis 
Starke (3 Falle) Iramunreaktion gegen einzelne Peptide des 
Onkoproteins E7 . Bei den 15 Progressorinnen und bei beiden 
Kontrollpersonen fand sich keine eindeutige Reaktivitat im 
15 Hauttest. Der Verlauf der Hauttestreaktion war im Vergleich 
zu einer klassischen Tuberkulinreaktion deutlich verzogert . 
Ablesungen waren deshalb meist eine Woche nach der Testung am 
besten moglich. Reaktionen auf das Kontrollpeptid fanden sich 
in keinem Fall. 

20 

Die Reaktionen wurden f otodokumentiert , eine Reaktion wurde 
biopsiert und histologisch untersucht. Ahnlich wie schon bei 
fruheren Hauttestungen mit LI beobachtet, fand sich ein 
lymphozytares Infiltrat, welches mit einer "delayed type 

25 hypersensitivity reaction" vereinbar erschien. Antikorper 
gegen HPV16-L1 fanden sich in 4 der 7 Patient innen mit 
Zervixkarzinom und bei nur einer Patientin mit CIN. 
Zusammenf assend ging somit der Antikorpemachweis gegen 
HPV16-L1-VLPS of f ensichtlich eher mit einer Progression 

30 einher, wahrend eine zellulare Immunreaktion gegen HPV16-E7 
im Hauttest mit der Ruckbildung prakanzeroser zervikaler 
Lasionen assoziiert war. 

Die Ergebnisse belegen die Wirksarakeit des Hauttests zum 
35 empf indlichen Nachweis einer zellularen Iramunreaktion gegen 
HPV16-E7, die bei den untersuchten Fallen mit spontaner 
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Ruckbildung einer HPV-assoziierten Krebsvorlauf erlasion 
einherging . 

Da mit dem beschriebenen Hauttest eine Itnmunreaktion erfaSt 
5 wurde, die mit Regression von Krebsvorlauf erlasionen 
assoziiert war, kann der Hauttest als Instrument zur 
Kontrolle eines Impferfolges gegen E6 und/oder E7 eingesetzt 
werden. Ein breit angelegtes Screening mittels Hauttestung 
zur Aufklarung der Mechanismen einer immunologisch mediierten 

10 Tumorruckbildung ist ebenfalls moglich. Aufgrund des extrem 
hohen Aufwandes fvir in vitro Experimente ist die Untersuchung 
einer zellularen Immunitat bei einer grofien Zahl von 
Patienten durch Laboriintersuchungen kaum moglich. Im Rahmen 
zukunftiger Impfstudien mit einer hypothetisch therapeutisch 

15 wirksamen Vakzine gegen das Zervixkarzinom durch 
Immunisierung gegen das Tumorprotein HPV16-E7 ist der 
erf indungsgemafie Hauttest eine ideale, weil praktikable und 
sensitive Methode, um das gewunschte Ansprechen des 
zellularen Immunsystems auf die Impfung zu erfassen. 

20 

Im obigen Beispiel wurden die verwendeten Peptide in 70% 
Glycerin gelost. Glycerin ist bevorzugt, da es eine fiir die 
intrakutane Applikation geeignete Viskositat aufweist und 
zudem desinf izierend wirkt . Erf indungsgemaS konnen jedoch 

25 auch andere geeignete Losimgsmittel verwendet werden, unter 
Umstanden mu& aufgrund des Loseverhaltens eines Peptids 
dieses in einer speziell angepaSten Losung gelost werden. Den 
erf indungsgemaS verwendeten Losungsmitteln konnen auch 
weitere Additive zugesetzt sein, wie Emulgatoren, Chelatoren, 

30 Desinf ektionsmittel u,a. 

Der Hauttest kann durch intrakutane Injektion einer wirksamen 
Menge an gelostem E6- und/oder E7-Antigen mittels einer 
Spritze durchgefiihrt werden. Demzufolge enthielte das 
35 Diagnosekit eine Oder mehrere Ampullen, Spritzen und Kanulen. 
Erf indungsgemaS ist auch die Verwendung von speziell fur 



wo 99/10744 



PCT/EP98/04773 



9 



Hauttestungen entwickelten Applikatoren moglich und 
bevorzugt, wie etwa der Multitest "SERO"-Testst:empel von 
Sero-Merieux (siehe oben) oder der Stempel fur den TINE-Test. 
Das erf indungsgemaSe Diagnosekit kann demzufolge Ampullen mit 
5 Antigen (en) und/oder Applikatoren enthalten. 

Im obigen Beispiel wurde anhand von HPV16-E7 die 
Wirkungsweise des erf indungsgemaSen Hauttests beschrieben. Es 
kann jedocli auch E6 verwendet werden. Ebenso ist es moglich, 

10 den Hauttest durch die Verwendxing von E6 und/oder E7 anderer 
HPV-Typen zur Erkennung einer Immunantwort gegeniiber diesen 
Stainmen einzusetzen. Durch den nahen Verwandschaf tsgrad 
verschiedener HPV-Typen ist es schlieSlich auch moglich, 
Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen HPV-Typen auszunutzen, 

15 um einen universelleren Hauttest gegen verschiedene HPV-Typen 
gleichzeitig einzuf vihren . 

Die fur eine sichtbare Immunreaktion notwendig applizierte 
Menge von Antigenen hangt von verschiedenen Faktoren ab. Sie 

20 kann daher erf indungsgemaS zwischen 0,01 und 10 /xg, 
vorzugsweise zwischen 0,05 und 5 fig Antigen pro Applikation 
liegen. Hierbei ist fur die Zusammenstellung von 
Antigenlosungen fiir Diagnosekits zu beachten, dafi nur ein 
Teil der Losung in den intrakutanen Bereich gelangt, wahrend 

25 ein anderer Teil auf der Haut des Probanden verlorengehen 
kann oder in der Losungsanpulle zuriickbleibt . 
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S EQUEN2 PROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGMEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: MediGene AG 

(B) STRASSE: Lochhamer Str. 11 

(C) ORT: Muenchen 

(D) BUNDESLAND: Bayem 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 81927 

(G) TELEFON: +49-89-895 6320 

(H) TELEFAX: +49-89-895 63220 

(A) NAME: Dr. Reinhard Hoepfl 

(B) STRASSE: Anichstr. 35 

(C) ORT: Innsbruck 

(E) LAND: Oesterreich 

(F) POSTLEITZAHL: 6020 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Diagnosekit fuer Hauttest und Verfahren 
Durchf uehrung desselben 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 30 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(V) ART DES FRAGMENTS : inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin 
15 10 15 

Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gin Leu Asn Asp 
20 25 30 

(2) ANGMEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 30 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gin Leu Asn Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp 
15 10 15 

Glu lie Asp Gly Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp Arg Ala 
20 25 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 30 Aininosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRTU^GFORM: 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) 7\NTISENSE: NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn He Val Thr 
15 10 15 

Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gin 
20 25 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 30 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp He 
15 10 15 

Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly He Val 
20 25 30 

(2) T^GABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 28 Aminosauren 

(B) 7VRT : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKt)LS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



wo 99/10744 




PCT/EP98/04773 



(iv) ANTISENSE: NEIN 
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Ser Thr His Val Asp lie Arg Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr 
15 10 15 

Leu Gly lie Val Cys Pro lie Cys Ser Gin Lys Pro 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) iANGE: 3 0 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Ser Glu Asn Lys Glu Leu Lys Lys Ala lie Asp Gly Leu Gin Gly Leu 
15 10 15 

Leu Leu Gly Leu Arg Gin Arg lie Glu Thr Leu Glu Gly Lys 
20 25 30 
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Diaqnosekit fur Hauttest und Verfahren zur Durchfuhrunq 

desselben 

Patentanspruche 

5 

1. Hauttest -Diagnosekit zum Nachweis einer Iiiimunreaktion 
gegen das Onkoprotein E6 und/oder E7 eines 
Humanpapillomavirentyps , wobei das Diagnosekit eine 
wirksatne Menge des Onkoproteins E6 und/oder E7 und/oder 

10 mindestens eines immunologisch wirksamen Teils von E6 

und/oder E7 eines Humanpapillomavirustyps enthalt. 

2. Diagnosekit gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
der enthaltene Teil des Onkoproteins aus HPV16 entstaitimt . 

15 

3 . Diagnosekit gemaS Anspruch 1 Oder 2 , dadurch 
gekennzeichnet , dafi der ittimunulogisch wirksatne Teil des 
Hutnanpapillomavirustyps mindestens ein synthetisch 
hergestelltes Peptid ist, 

4. Diagnosekit getnaS einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , daS das enthaltene Onkoprotein E7 
Oder der immunologisch Teil wirksame desselben aus HPV16 
i s t Oder s ind . 

5. Diagnosekit gemaS einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , daS das enthaltene Onkoprotein 
Oder der immunologisch wirksame Teil desselben in einem 
Losungsmittel gelost ist . 

6. Diagnosekit gemafi Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dafi 
das Losungsmittel 70% Glycerin ist. 

7. Diagnosekit gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, 
35 dadurch gekennzeichnet , daS die Menge an Onkoprotein oder 



20 



25 



30 
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des itnmunologisch wirksamen Teils 0,01 bis 10 /ig pro zu 
applizierender Charge betragt. 

8. Diagnosekit gemaS einem der vorhergehenden Anspruche, 
5 dadurch gekennzeichnet , daS das Diagnosekit weiterhin 

einen Applikator umfaSt, mit dem die wirksame Menge des 
Onkoproteins Oder des itnmunologisch wirksamen Teils 
desselben intrakutan injizierbar ist . 



10 9. Diagnosekit gemaS Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daS 
der Applikator eine Spritze ist. 



10. Diagnosekit gemaS Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , daS 
der Applikator ein Teststempel ist, wie er beispielsweise 
15 fur den TINE-Test oder den Multitest "Sero" zum Einsatz 

kommt . 



11. Verfahren fur die Durchfiihrung eines Hauttests zum 
Bestimmen einer Immunantwort gegenuber den Onkoproteinen 
20 E6 iind/oder E7 eines HPV-Typs mit den folgenden 

Schritten: 



a) Bereitstellen eines Diagnosekits gemaS einem der 
Ansp ruche 1 bis 9; 

25 

b) intrakutanes Applizieren einer wirksamen Menge 
zumindest eines Onkoproteins E6 und E7 oder wirksamer 
Teile derselben in eine Testperson; 

3 0 c) nach einer hinreichenden Inkubationszeit visuelles 

Inspizieren der Hautstellen der Applikation, um eine 
Iramunan t wo r t f e s t zus t e 1 1 en . 



35 



12. Verfahren nach Anspinich 11, dadurch gekennzeichnet, daS 
die visuelle Inspektion der Hautstelle eine Woche nach 
der Applikation des Onkoproteins erf olgt . 
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